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Oz

Bu calisma Berberis vulgaris L. meyve ekstraklarinda toplam fenolik ve flavonoid madde miktari ve
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Folin-Ciocalteu ve aliminyum nitrat yontemleri
kullanilarak toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari belirlendi. Hekzan ve metanol ekstraktinda fenolik
madde miktar sirasiyla 33,64+1,86 mg GAE g ve 85,98+1,59 mg of GAE g, flavonoid madde miktari ise
94,74+2,59 mg KE g ve 64,74+1,86 mg KE g olarak belirlendi. DPPHe radikal giderme aktivitelerinin, fenolik
madde miktarinin ¢cok oldugu metanol ekstraklarinda, Fe3*-Fe?* indirgeme kapasitesinin ise flavonoid madde
miktari fazla olan hekzan ekstraklarinda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buldugumuz sonuglara gore B.
vulgaris’in gida takviyesi ve dogal antioksidan kaynagi olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Berberis vulgaris L., antioksidan, DPPH, FRAP

Determination of Antioxidant Activities of Berberis Vulgaris L. Fruits Collected from
Erzurum Olur Region

Abstract

This study was carried out to determine the total amount of phenolic and flavonoid substances and
antioxidant activities in Berberis vulgaris L. fruit extracts. Total phenolic and flavonoid substances were
determined by using Folin-Ciocalteu and aluminum nitrate methods. The amount of phenolic substance in the
hexane and methanol extract was determined as 33.64+1.86 mg GAE g and 85.98+1.59 mg of GAE g*
respectively, and the amount of flavonoid substance was determined as 94.74+2.59 mg QE g and 64.74+1.86
mg QE g respectively. It was determined that DPPHe radical scavenging activities were higher in methanol
extracts with a high amount of phenolic substances, while the reducing capacity of Fe3*-Fe?* was higher in
hexane extracts with a higher amount of flavonoid substances. According to the results we found, it was
concluded that B. vulgaris can be considered as a food supplement and a source of natural antioxidants.

Key words: Berberis vulgaris L., antioxidant, DPPH, FRAP

Giris Ustlenmektedirler. Bitkilerdeki aroma ve koku
Bitkiler yasamsal faaliyetleri sirasinda ozelligi de esgnsiyel yag formundaki fenolik bilesik
tokoferol, flavonoit, fenolik bilesik, alkaloit, klorofil, kaynakhdir (Ozkan ve Agikgéz, 2007). Ayrica bu
polifonksiyonlu organik asit ve karoten gibi bircok bilesikler  bitkinin  antioksidan  kapasitesinin
organik bilesik sentezlerler (Larson, 1988). belirlenmesinde oldukca 6nemlidir.
Sekonder metabolit olarak tanimlanan fenolik Antioksidanlarin kanser, kolesterol, diyabet
bilesikler bitkilerde biiyime, cogalma gibi yasamsal ve yashlik kaynakli hastaliklara karsi koruyucu
faaliyetlerin yani sira zararlilarla mucadele ve dis etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Thangapazham ve
etkilere karsi savunma gorevinide ark., 2006; Erlund ve ark., 2008). Tahil ve

baklagiller, meyveler ve sifali bitkiler basta olmak
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Uzere birgok bitki tiirinde bol miktarlarda
antioksidan bulunur (Foo ve Porter, 1981).
Bitkilerin antioksidan kapasitesini belirleyen bu
yapilar  bitkilerin  farkli  kisimlarinda  degisik
oranlarda bulunurlar. Ayrica kirmizi ve siyaha yakin
renge sahip meyvelerin antioksidan kapasiteleri
daha yuksektir (Marja ve ark., 1999; Marianne ve
Engelhart, 2002).

Pembe-kirmizi-siyah renkli meyve veren ve
Berberidaceae familyasina ait olan yaklasik 190 tir
vardir (Meliani ve ark., 2011). Uzun cal bitkisi
yapisinda olan tirleri Tirkiye ile beraber birgok
Ulkede dogal olarak yetismektedir (Gundogdu,
2013). Bu tlirlere ait bitkiler blylk oranda

Cigek Formu)

Berberis  vulgaris L. Berberidaceae
familyasina da vyer alan oOnemli bir tirdir.
Ulkemizin Kuzey Anadolu Bdlgesinde kendiliginden
yetisir. Nisan/Mayis aylarinda salkim seklinde sari
cicek acan, olgunlastiginda elips seklinde kirmizi
renkli meyve veren bu tir halk arasinda kizamik,
kadintuzlugu, ¢coban tuzlugu olarak
isimlendirilmektedir (Sekil 1). Bu tlre ait meyveler
vitamin C, malik asit ve tanen ydniinden zengindir.
Halk arasinda istah acici, ates disiiriici ve
bagisiklik sisteminin gliclendirilmesinde, kokleri ise
dogal boya olarak kullaniimaktadir (Hanachi ve
Golkho, 2009; Gundogdu, 2013). Yapraklari ve
meyveleri eksidir. Yore halki tarafindan taze,
kurutulmus, recel ve jole seklinde tiketilmektedir.
Ayrica gida Griini formdilasyonlarinda katki
maddesi olarak kullanildigi da bildirilmistir (Alavia
ve Mazloumzadeh, 2012).

Bu calismada Erzurum ilinde dogal olarak
yetisen Berberidaceae familyasina ait onemli bir

tir olan B. wvulgaris meyvelerinin biyoaktif
bilesenlerini  ve  antioksidan kapasitelerini
belirleyerek dogal antioksidan kaynagl olarak

kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmistir.

(BitkiFormu)
Sekil 1. Berberis vulgaris L. bitkisinin tg¢ farkh formu
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fitokimyasal ve biyoaktif bilesen igerirler
(Bakmohamadpor ve ark., 2021). Bu yapisal
ozellikleri nedeniyle bircok tiirii antibakteriyel,

antidiyabetik, antiinflamatuar,
antihipertansif ve lipid disdrict  olarak
kullanilmigtir.  (Hadi ve ark., 2019). Ayrica bazi
turlerinin antiaritmik, antihistaminik, antikolinerjik
ve vyatistirict etkilerinin de oldugunu gosteren
calismalarda vardir (Shamsa ve ark., 1999). Bu
familyaya ait tirlerin iran’da geleneksel hekimlikte
ve safra kesesinin yangisal bozukluklarinin
tedavisinde kullanildigi bildirilmistir (Zargari, 1983).

antikarsinojenik,

(MeyveFormu)

Materyal ve Metot
Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bu arastirmada  kullanilan  6rnekler
40°49'26"N 42°05'31"E (1565 m), 40°49'20"N
42°06'16"E (1542 m), koordinatlarinda dogal
ortaminda kendiliginden yetismis bitkilerden
toplanmistir. Toplanan meyve ornekleri destile su
ile yikanarak fiziksel kirliliklerden arindirildi. B.
vulgaris  meyveleri  goélgede  kurutuldu ve
kullanimina kadar +4 °C’de saklandi.

B. vulgaris Meyve Ekstraklarinin Hazirlanmasi

B. vulgaris meyvesinin metanol ve hekzan
ekstraklarini hazirlayabilmek i¢in oncelikle 10 g
kurutulmus meyve ornegi, 6guticide ogiutlulup
agzi kapal erlene konuldu. Daha sonra (zerine
numunenin yirmi kati ¢ozlici (200 mL) ilave
edilerek manyetik karistiricida karistirnildi.  Elde
edilen ekstreler stzildi. Bu islem ekstrelerin rengi
acilincaya kadar belirli araliklarla tekrarlandi.
Suziilmus ekstreler birlestirildi. Bu islemler hekzan
ve metanol i¢in ayri ayri yapildi. Evaporatérde 45
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°C'de metanol ve 40 °C'de hekzan uzaklastirildi.
Ekstreler caligmalar igin +4 °C’'de muhafaza edildi.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraklarda toplam fenolik madde miktari
tayini  Folin-Ciocaltaeu metoduna kullanilarak
yapildi (Slinkard ve Singleton, 1977). Oncelikle
gallik asit kullanilarak standart grafik hazirlandi.
Bitki metanol ve hekzan ekstraklarinin 1000 ppm
konsantrasyonda stok c¢ozeltileri hazirlandi. Stok
¢Ozeltilerden 50 pL alinarak distile su ile hacim
1840 pl'ye tamamlandi. Karisima 40 uL Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) ilave edilerek 3 dakika oda
sicakhginda inkilbe edildi. inkiibasyon sonrasi
%2’lik (w/v) Na:CO3 ¢ozeltisinden 120 uL ilave
edildi. Karisim 2 saat oda sicakhiginda bekletildikten
sonra absorbanslari 760 nm’de kore karsi olgiildi.
Olglimler icin 3 paralel calisildi. Ekstraklarin toplam
fenolik icerikleri gallik aside esdeger olarak
belirlendi (mg GAE g).

Toplam Flavonoid Madde Tayini

Hekzan ve metanol ekstraklarinin toplam
flavonoid miktarlari aliminyum nitrat metodu ile
kuersetine esdeger olarak belirlendi (Moreno ve
ark., 2000). Bu amagla 1000 ppm’lik c¢ozeltiler
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 50 pL alinarak
hacimleri metanol ile 1920 pl’'ye tamamlandi. 40
pL 1 M potasyum asetat eklendi ve bir dakika sonra
40 pL %10’luk aliminyum nitrat ilave edildi. 40
dakika inklibasyon siiresinden sonra 415 nm’de saf
su ile hazirlanan kore karsi absorbanslari dlgtldi.
Olglimler icin 3 paralel calisildi. Ekstraklarin toplam
flavonoid icerikleri, kuersetine esdeger olarak
belirlendi (mg KE g).

Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPHe) Tayini

Serbest radikal giderim aktivitelerinin
belirlenmesi icin  Blois (1958) metodundan
yararlanildi. Serbest radikal olarak 1,1-Difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPHe) c¢o6zeltisi ve standart olarak
ise 2,6-di-t-butil-1-hidroksitoluen (BHT) kullanild.
Meyve ekstraklarinin ve standardin 1000 ppm’lik
stok g¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 20,
40, 60, 80 ve 100 pL alinarak metanol ile hacimleri
400 pl’'ye tamamlandi. Daha sonra 0,1 mM DPPHe
¢Ozeltisinden 1600 pL ilave edildi. Hazirlanan
¢ozeltilerin oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 517 nm’de absorbans
degisimleri metanole karsi olglldi. Azalan

absorbanslar  kalan serbest DPPHe c¢ozeltisi
miktarini, yani serbest radikal giderme aktivitesini
verdi.

% DPPHe radikali giderme aktivitesi asagida verilen
formdl ile hesaplandi:

% DPPHe radikali giderme aktivitesi = [(Ao — A1) /
Ao] x 100

Ao: Kontrol reaksiyonunun absorbansi,

A1 meyve ekstreleri ve standart c¢ozeltilerin
absorbansi

Fe3* -Fe** Kapasite Azaltma (FRAP) Giicii Tayini

Fe>* indirgeme giici tayini Oyaizu
(1986)’'ya gore vyapildi. Standart olarak BHT
kullanildi.  Oncelikle  hekzan ve  metanol
ekstraklarindan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden konsantrasyon 10-
50 Bg mL? olacak sekilde tiipe alindi. Uzerlerine
toplam hacim 1,0 mL olacak sekilde saf su eklendi.
Hazirlanan c¢ozeltilerin Gzerine 2,5’er mL fosfat
tamponu (0,2 M pH 6,6) ve potasyum ferrisiyanir
(%1’lik) ¢ozeltisi ilave edilerek 50 °C'de 20 dakika
su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 2,5 mL
%10’'luk trikloroasetik asit (TCA) ilave edildi ve
vortekslendi. Vortekslenen tuplerden alinan 2,5
mL’lik 6rneklere 2,5 mL ultra saf su ve 0,5 mL demir
(1) klortir (% 0,1’lik) ilave edildi ve 700 nm’de
absorbans kore karsi okundu.

Bulgular ve Tartisma

Calismamizda  kullandigimiz  B.  vulgaris
meyveleri  Erzurum ilinin  Olur bdlgesindeki
ormanlardan toplandi. Meyvelerden elde edilen
ekstraklarda toplam fenolik ve flavonoid madde
miktari, DPPHe radikalini giderme aktivitesi ve Fe*3
indirgeme glicli kapasitesi belirlendi. Antioksidan
aktiviteleri BHT standardi ile karsilastirilarak
sonuglar yorumlandi.

B. vulgaris meyve ekstraklarinda fenolik
madde miktarlarinin hesaplanmasinda Gallik asit
standart grafiginden elde edilen y= 0,0456x
denklemi kullanildi ve sonuglar gallik aside esdeger
olarak verildi. Benzer sekilde flavonoid madde
miktarlari aliminyum nitrat metoduyla, kuersetin
standart grafiginden elde edilen y= 0,035x
denklemi kullanilarak kuersetine esdeger olarak
hesaplandi. Sonuglar cizelge 1'de toplu olarak
verildi.

Cizelge 1. B. vulgaris meyve ekstraklarinin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari.

Ekstraklar Fenolik madde miktari Flavonoid madde miktari
(mg GAE g*) (mg KE g)

B. vulgaris metanol ekstrakti 85,98+1,59 64,74+1,86

B. vulgaris hekzan ekstrakti 33,64+1,86 94,74+2,59

Bulunan degerler 3 6l¢imum ortalamasidir (n=3) £ standart sapma
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Metanol ekstraklarinda 85,98+1,59 mg GAE
g toplam fenolik madde belirlenirken flavonoid
madde miktari ise 64,74+1,86 mg KE g olarak
hesaplandi. Hekzan ekstraklarinda ise toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarlari sirasiyla
33,64+1,86 mg GAE g ve 94,74+2,59 mg KE g*
olarak belirlendi. Sharifi ve Poorakbar (2015)
Berberis integerrima meyvelerinde en vyiksek
fenolik madde miktarini 59,57+0,83 mg GAE 10 g'!
ve flavonoid miktarini ise 1,93+0,03 mg KE 10 g!
olarak  rapor etmislerdir. B. integerrima
meyvelerinde yapilan baska bir calismada ise
fenolik madde miktari 5036,38+1465,28 mg GAE g
ve flavonoid miktari ise 3,55+1,80 mg KE g* olarak
belirlenmistir (Falahi ve ark., 2019). Benzer bir
¢alismada B. vulgaris meyvelerinde total fenolik
madde miktari 789,32+88,50 mg 100 g' taze
meyve olarak rapor edilmistir (Akbulut ve ark.,

B BT

Absorbans (517 1m)

OB VHE

2009). Berberis asiatica meyvelerinin etanol
ekstraklarinda toplam fenolik madde miktari,
670+0,12 mg 100 g ve flavonoid madde miktari
ise 190,40+0,52 mg 100 g? olarak belirlenmistir
(Sarla ve ark., 2011). Ayrica Berberis vulgaris ve
Berberis crataegina meyvelerinin farkh ¢6zlci
ekstraklarinda yapilan ¢alismada ise toplam fenolik
madde miktari B. vulgaris meyvesinde 148%30,3-
448,3+81,2 mg GAE mg? araliginda, B. crataegina
meyvelerinde 170,7+34,1-247+47,1 mg GAE mg!
araliginda bulundugu rapor edilmistir (Eroglu ve
ark., 2020). Buldugumuz degerler ile rapor edilen
bazi tilrlere ait degerlerle benzerlik gostersede,
fenolik ve flavonoid madde miktarlari, vejetasyon,
hasat, iklim sartlari, saklama kosullari gibi ¢evresel
faktorlerden ve tirler arasi  farkliliklardan
etkilenmektedir.

BWNMNE

40
Konsantrasvon (pe/mml.)

(a1 ] 100

Sekil 2. B. vulgaris meyvelerinin metanol ve hekzan ekstraktlarinin ve BHT'nin farkli konsantrasyonlarda DPPHe
serbest radikal stiptriict etkisi (BHT: Butillenmis hidroksitoluen, BVHE: B. vulgaris hekzan ekstraktlari, BVME: B.

vulgaris metanol ekstraktlari)

DPPHe (1,1-difenil 2-pikrilhidrazil) 517 nm'de
absorbans veren organik vyapili bir radikaldir.
DPPHe radikalinin 517 nm’de absorbans azalmasi
Olgllerek, kalan serbest DPPHe c¢ozeltisi miktari
yani serbest radikal giderme aktivitesi belirlendi.

Aktivite c¢alismalarinda standart olarak BHT
kullanildi.
Meyve ekstraklarinin  20-100 upg mL?

araliginda, konsantrasyon artisina paralel olarak
serbest radikal giderme aktivitelerinde artis oldugu
gorialmektedir (Sekil 2). 517 nm’de absorbans
azalmasi serbest radikal giderme aktivitesi fazla
oldugunu isaret etmektedir. Ekstraklarin ve
standart maddenin DPPHe radikal giderme
aktiviteleri hesaplandi  (Cizelge 2). Yapilan
antioksidan analizlerinde 100 ug mL™*?
konsantrasyonunda DPPHe radikali giderme
aktiviteleri karsilastirildiginda, metanol ekstraktinin
aktivitesinin hekzan ekstrakt aktivitesinden daha
fazla oldugu gozlendi.

Metanol ekstraktinin  radikal giderme
aktivitesi BHT'ye oranla disik olmasina ragmen,
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ortamda bulunan DPPHe radikalinin %59,02’sini
gidermis olmasi oldukga yliksek aktiviteye sahip
oldugunun gostergesidir. Yapilan benzer bir
¢alismada DPPHe giderme vyiizdeleri, %68,33-
%20,47 araligi ile %74,72-%20,69 araliginda oldugu
bildirilmistir (Hassanpour ve Alizadeh, 2016). Bu
degerler buldugumuz degerler ile benzerlik
gostermektedir. Ayrica Eroglu ve ark. (2020)’nin iki
tir Uzerinde vyaptiklari c¢alismada ise DPPHe
radikalini giderme ylizdelerinin, etanol
ekstraklarinda %26,53-%34,38 ve %11,92-%19,04
araliginda oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda
ozellikle metanol ekstraktinda buldugumuz deger
bu degerlerden yuksektir.

DPPHe radikal gideriminin  %50’sinin
inhibisyonunu saglayan ekstrakt ve standart madde
konsantrasyonu [Cso olarak belirlendi. Bu deger
¢ahsilan konsantrasyonlara karsi %DPPHe radikal
giderme aktivite degerlerinin yerlestirilmesi ile elde
edilen grafikler kullanilarak hesaplandi.
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Cizelge 2. B. vulgaris meyve ekstraklarinin ve BHT'nin DPPHe radikal giderme aktiviteleri (%) (BHT: Butillenmis
hidroksitoluen, BVHE: B. vulgaris hekzan ekstraktlari, BYME: B. vulgaris metanol ekstraktlari).

Numune ve Standart 20Eg mL? 40 Bg mL* 60 Bg mL* 80 @g mL? 100 Bg mL?
BVHE 5,6 12,15 20,12 19,91 23,42
BVME 26,55 36,51 54,25 56,32 59,02
BHT 11,92 40,45 57,98 69,79 81,14

ICso degeri ile DPPHe radikalini giderme dayanir. Fe3*-Fe?* indirgeme kapasitesi

aktivitesi arasinda ters oranti oldugundan aktivite
siralamasi BHT > BVME > BVHE sekildedir. Metanol
ekstraktinin = %50 inhibisyonu 68,18 g mL?
konsantrasyonda, hekzan ekstraktinin ise ancak
215,57 Blg mLVde sagladigi gorilmektedir (Cizelge
3). Falahi ve ark. (2019) B. integerrima
meyvelerinde yaptiklari ¢alismada 1Cso degerini
4576,46 Bg mL? olarak belirlemislerdir. B.
hispanica’da ise ICso degeri 0,210+0,017 ile
0,180+0,020 mg mL? arahiginda bulunmustur (El
Fakir ve ark., 2021). Baska bir ¢alismada etanol ve
su ekstraklarinda ICso degerleri sirasiyla 0,658 mg
mL? ve 0,65 mg mL?! olarak tespit edilmistir
(Motalleb ve ark., 2005).

Sonuglar karsilastirildiginda ¢alismamizda
metanol ekstraktinin 1Cso degerinin disik oldugu
gorulmektedir (Cizelge 3). Buda elde ettigimiz
ekstraktin  oldukga yiksek aktiviteye sahip
oldugunu gosterir.

Bu calismada Fe* indirgeme giici FRAP
metodu ile belirlendi. En ©nemli antioksidan
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen bu
yontemde antioksidan etki bir hidrojen atomunun
verilmesi ve radikal zincirin kirilmasi prensibine

Olgcimlerinde 700 nm’de absorbanslar belirlendi ve
konsantrasyona karsi absorbans degerlerinin
yerlestiriimesiyle grafik elde edildi (Sekil 3).

L4 WBHT

OBVHE BVME

Absorbans (700 nm)

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3. B. vulgaris meyve ekstraktlarinin Fe3*-Fe?*
indirgeme kapasitesinin BHT ile karsilastiriimasi
(10-50 Bg mL?) (BHT: Butillenmis hidroksitoluen,
BVHE: B. vulgaris hekzan ekstrakti, BVME: B.
vulgaris metanol ekstrakti).

Cizelge 3. B. vulgaris meyve ekstraklarinin ve BHT'nin ICso degerleri (BHT: Butillenmis hidroksitoluen, BVHE: B.
vulgaris hekzan ekstraktlari, BVME: B. vulgaris metanol ekstraktlari).

Ekstrakt ve Standart ICso (Blg mL?)

BVHE 215,57

BVME 68,18

BHT 57,31

Grafikte artan absorbanslar indirgeme Gzerinde yapilan galismalarda da yiksek indirgeme

glicinU gosterir. B. vulgaris meyve ekstraklarinda
artan konsantrasyona paralel olarak indirgeme
glicide artmistir. Fakat hekzan ekstraktindaki
indirgeme yetenegi metanolden daha fazla ve
standart olarak kullanilan BHT'nin degerlerine de
oldukca yakindir. En yiksek konsantrasyonda (50
Bg mL?) belirlenen absorbans degerleri BHT igin
1,285, BVHE i¢in 0,96 ve BVME icin 0,48 olarak
Olgulmistir. Tespit edilen bu degerler B. vulgaris
meyvelerinin Fe3* indirgeme giiciiniin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Berberidaceae
familyasina ait B integerrima (Moein ve ark., 2020)
ve B. hispanica (El Fakir ve ark., 2021) turleri
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glicinin oldugu bildirilmistir. Bu durum ayni
familyaya ait tdrler arasindaki benzerliklerin
oldugunu destekler tarzdadir.

Sonug

B. vulgaris’in berberin basta olmak (zere
alkoloid, flavonoid ve fenolik bilesenler icerdigi
bildirilmistir (Arslanoglu ve ark., 2019). Ayrica
tarin antibakteriyel, antikarsinojenik,
antidiyabetik, antiinflamatuar, gibi etkilerininde

oldugu bilinmektedir. Dogal olarak vyetisen
meyvelerin  biyoaktif madde miktarlari ve
antioksidan kapasiteleri, tespit yontemi, tilr
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farkliligi, yetisme ortami, olgunluk derecesi, iklim
kosullari ve rakim gibi birgok gevresel faktorden
etkilenmektedir. B.  wvulgaris meyveleri ile
yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglara gore,
meyve ekstraktlarinin bu familyaya ait diger tirlere
benzer sekilde radikal giderme ve indirgeme giicii
aktivitesinin  olduk¢a  yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu tirin, dogal antioksidan kaynagi
olarak yaygin kullanilabilmesi igin toksisitesinin
belirlenmesi amaciyla yeni g¢alismalara ihtiyag
vardir.
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